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1. Absztrakt

A feltekeredés (folding) probléma a biologia tobb mint 60 éves megvalaszolatlan kérdése, ami
arra keresi a valaszt, hogyan hatdrozza meg egy fehérje aminosav szekvencidja annak
térszerkezetét. A kisérletes technikdk fejlodésével a megoldott fehérjeszerkezetek szdma
exponencialisan nd, azonban a feltekeredés biofizikai leirasara nem létezik olyan modell, ami
belathato 1idon beliil képes meghatarozni akar csak egyetlen fehérje szerkezetét. A DeepMind
2020-ben kifejlesztett mély gépi tanuldson alapuld modszere, az AlphaFold2 (AF2) hatalmas
mértékben javitotta a szerkezetbecslés pontossagat, €s mar egy évvel a megjelenése utan is

megreformalni latszik a szerkezeti biologia teriiletét.

Mind a kisérletes, mind a szamitdsos moddszerek esetén sziik keresztmetszetet jelent a
transzmembran (TM) fehérjék szerkezetének meghatirozasa. Ezen fehérjék peptidlanca két
kiilonbozo kornyezeten halad at, vizoldhat6 €s lipidoldhat6 kornyezetben. Ezen koriilmények
kozott a feltekeredés leirdsahoz specialis biofizikai megfontolasokat kell alkalmazni, amely
figyelembe veszi az eltérd fazisokat, tovabba ezen fehérjék kisérletes szerkezetmeghatarozasa
is specialis kortilményeket kivan meg. Bar a TM fehérjék a teljes human proteom 25-30%-at
teszik ki, tovabba ezek a leggyakoribb gyogyszercélpontok, mégis minddssze a megoldott
szerkezetek ~4 szazaléka tartozik ebbe a csoportba, és a szamitogépes becslések pontossaga is

elmarad ezen fehérjék esetén a globuldris fehérjékhez képest.

Bar az AF2 minden fehérjének képes modellezni a szerkezetét, de mint minden modszer, ez is
hibaval terhelt lehet. TM fehérjék esetében a hibak egyik 6 forrasa lehet, hogy a tanitas soran
az ismert TM szerkezetek szama nagyon alacsony volt. A nemrég fejlesztett TmAlphaFold
adatbazis tartalmazza az AF2 altal becsiilt TM fehérje szerkezetek membran lokalizaciojat,
valamint listdzza azokat a szerkezeti hibakat, amelyek téves becslésre utalnak. Ezek az adatok

lehetové teszik az AF2 altal becsiilt TM fehérje szerkezetek proteom szintli analizisét.

Munkdm sordn bemutatom, hogyan valtoztatta meg az AF2 a human TM fehérjék szerkezeti
terének lefedettségét, tovabba megmutatom, melyek azok a TM fehérjék és fehérjecsaladok,
amelyeknél az AF2 pontossaga alacsonyabb és nem rendelkeznek kisérletesen megoldott
szerkezettel, ugyanis ezen fehérjék szerkezetének megoldasabol profitalhat a legtdbbet a

szerkezeti biologia és a gyogyszerhatdanyag fejlesztés.



2. Abstract

The folding problem has been an open question in biology for more than 60 years, looking to
answer how the amino acid sequence of a protein determines its structure. With the
advancement of experimental techniques, the number of solved protein structures is increasing
exponentially, yet there is no model for the biophysical description of folding that is capable of
determining the structure of even a single protein in a reasonable amount of time. DeepMind's
deep machine learning based method AlphaFold2 (AF2), developed in 2020, has vastly
improved the accuracy of structure prediction and, just one year after its release, looks set to

reform the field of structural biology.

A bottleneck for both experimental and computational methods is the determination of the
structures of transmembrane (TM) proteins. The peptide chains of these proteins pass through
two different environments: water-soluble and lipid-soluble. To describe the folding under
these conditions, special biophysical considerations must be applied that take into account the
different phases, furthermore the experimental structure determination of these proteins also
requires special conditions. Although TM proteins account for 25-30% of the total human
proteome, and are the most common drug targets, only ~4% of the solved structures fall into
this group, and the accuracy of computational predictions for these proteins is also below that

of globular proteins.

Although AF2 can model the structure of all proteins, like all methods, it can be subject to error.
One of the main sources of possible errors in case of TM proteins may be that the number of
known TM structures was very low during the training. The recently developed TmAlphaFold
database contains the membrane localizations of TM protein structures estimated by AF2, as
well as a list of structural errors that indicate incorrect prediction. This data allows for

proteome-wide analysis of AF2-estimated TM protein structures.

Throughout my work, I will illustrate how AF2 has changed the coverage of the structural space
of human TM proteins and gather proteins and protein families with lower AF2 accuracy and
no experimentally solved structures, since the resolution of the structures of these proteins could

be the most beneficial for structural biology and drug development.



3. Bevezetés

3.1. A feltekeredési (folding) probléma

Az Ujgeneracids szekvenalas (next generation sequencing: NGS) megjelenésének hatdsara ma
mar rutin feladat a kiilonb6z6é genomok feltarasa. A centralis dogma értelmében az igy kapott
nukleotid szekvencidkb6l konnyedén megtudhatjuk a genomban kodolt fehérjék
aminosavsorrendjét, ami az ismert szekvenciaji fehérjék mennyiségének exponencialis

novekedését idézte elo.

A fehérjék linedris polimerek, melyeket 20 kiilonb6zé aminosav épit fel. Haromdimenzios
szerkezetiik jellemzése szempontjabol megkiilonboztetiink elsddleges, masodlagos,
harmadlagos és negyedleges fehérjeszerkezeti szinteket. Az elsddleges szerkezet a fehérje
peptid kotéssel kapcsolodd aminosavjainak sorrendjét irja le. A mésodlagos szerkezet kisebb,
lokalis konformaciokat jellemez a fehérjelancon, ezeket hidrogén hidak tartjak ssze. Ezek a
szegmensek harom torzios szoggel irhatdak le, amelyek koziil egy allando és kettd valtozik, igy
l1étrehozva periodikusan ismétlodo szakaszokat, az alfa-hélixet és a béta-lemezt. A harmadlagos
szerkezet a masodlagos szerkezetek kapcsolddasara utal és a fehérje haromdimenzids
szerkezetét adja meg, és abban az Osszes atom helyzetét. A harmadlagos szerkezet
fenntartdsaban a dominans eré a hidrofob kolcsonhatas. A negyedleges szerkezetet a tobb
alegységes fehérjékre értelmezziik, az alegységek egymashoz képesti elhelyezkedését jellemzi.
Vannak egyéb szerkezeti szintek is, amelyek nem sorolhatéak be a fent emlitett rendszerbe,
ilyenek pédaul a motivumok, amik a mdasodlagos szerkezetek kapcsoldodasanak sorrendjét
jellemzik (pl.: alfa-alfa, alfa-beta-alfa stb.), valamint a domének, amelyek 6nall6 feltekeredésre

képes funkcionalis egységek.

Azt a feltevést, hogy a fehérjék harmadlagos szerkezetét az elsddleges szerkezet kodolna,
Christian Anfinsen bizonyitotta be kisérletes uton. A ribonukledz-A fehérjét vizsgalta oly
modon, hogy ureat adott hozza, ami felszakitotta a fehérjében 1évé nemkovelens kotéseket,
majd béta-merkaptoetanollal redukalta a fehérje diszulfid-hidjait is, igy kitekeredett a fehérje
¢s elvesztette enzim funkcidjat. Az urea és a béta-merkaptoetanol dializissel valé eltavolitasa
utdn az enzim visszanyerte a funkciojat, tehat az elsddleges szerkezet valoban magédban
hordozta a feltekeredéshez sziikséges informéciot [1]. A Levinthal paradoxon egy
gondolatkisérlet, egy 101 aminosavas fehérje feltekerése, ebben 100 peptidkotés talalhato.
Tegyiik fel, hogy minden kotés csak 2 féle allapotba rendezddhet, és egy konformacid

kiprobalasa 1 ns-ot vesz igénybe [2]. Az Osszes eset kiprobalasa igy 4*1013 évig tartana. Ez
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alapjan belathatjuk, hogy egy fehérje nativ szerkezete véletlenszerti kereséssel nem talalhato
meg, ez iranyitott folyamat kell, hogy legyen. A feltekeredési (folding) probléma tehat annak a
kérdése, hogy pontosan hogyan lehet leirni a fehérjék feltekeredését termodinamikai vagy

kinetikai szempontbdl, illetve, hogy ez becsiilhetd-e szamitogépes modszerrel.

Fontos megemliteni, hogy bizonyos fehérjék nem irhatéak le tokéletesen a fenti szabalyokkal
¢s megkozelitésekkel. Ezeket a dinamikusan valtozo6, flexibilis fehérjéket (vagy szakaszokat)
rendezetlen fehérjéknek (vagy régioknak) nevezziik: nem rendelkeznek iddben allando,
harmadlagos szerkezettel, tobb konformacio kozotti folyamatos atalakuldsban vannak, és éppen

igy latjak el a funkcidjukat.

A folding reprezentalhatd egy tolcsérként, amiben vizszintesen (x-tengely) a konformacios
koordinatak talalhatoak, fliggblegesen (y-tengely) pedig a szabadentalpia (1. dbra). A nem
feltekeredett fehérjére jellemzd a magas energiadllapot €s széles konformacid tartomany. A
feltekeredett fehérje a tolcsér aljan van, és csak kevés optimalis szerkezetet vehet fel (a

rendezetlen fehérjéknek pedig energetikai szempontbol tobb optimalis allapota is van) [3].
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3.2. Transzmembran fehérjék

Az €16 sejteket és a benniik talalhaté egyes organellumokat membran hatarolja, ami egy, a
vizoldhaté anyagok szamara gyakorlatilag atjarhatatlan réteg. A membranok foként
foszfolipidekbdl allnak, melyek amfipatikus tulajdonsagaikbol adodoan képesek kettds lipid
réteget létrehozni. Emellett a membranokban megtaldlunk még egyéb lipideket, illetve
szénhidratokat és fehérjéket is. A membrannak fontos szerepe van az egysejtii és tobbsejtlii
fajokban is, elhatdrolja a sejtet, vagy sejtorganellumot a kiilsé tértdl, illetve kontrollalt
informacio transzportot (anyagtranszportot, jelatvitelt, energiatermelést) biztosit kiilso, és belsd
oldala kozott. Tobbek kozott az ilyen feladatok ellatdsara specializalodtak a membranban
elhelyezkedd transzmembran (TM) fehérjék, amelyek ennél fogva igen gyakori

gyogyszercélpontok, a gydgyszerek tobb mint fele TM fehérjéken keresztiil fejtik ki hatasat [4].

A TM fehérjék polipeptid lanca egyszer, vagy tobbszor teljesen atszeli a membran kettds lipid
rétegét, ami a membranban elhelyezkedd, t61tott funkcios csoporttal rendelkezd aminosavak
szamara kedvezdtlen, igy a membranban elhelyezkedd részek alfa-hélix vagy béta-szal
masodlagos szerkezetet vesznek fel, a membranra nagyjabol merdleges lefutassal. A membran
szélessége nagyjabol 30 A, ezt alfa-hélix masodlagos szerkezet mellett jellemzéen 20-25
aminosavval lehet atérni, béta-szal esetén 8-10 aminosavval. Léteznek azonban kivételek,
elképzelhetd példaul extrém modon megdolt alfa-hélix, ahol sokkal hosszabb membran régiora
szamithatunk. Vannak specialis elemek is, ahol nem minden membrannal érintkez6 rész halad
keresztiil a membranon, ilyenek példaul a visszahurkold régiok, amik a membran azonos
oldalan mennek be, majd 1épnek ki onnan, illetve a hatarfeliileti hélixek, melyek a membran
hatéarsikjaval parhuzamos amfipatikus hélixek, ezek gyakran lipid-fehérje kolcsonhatasokban
jatszanak szerepet. A human TM fehérjék tobbsége kizardlag alfa-hélix masodlagos szerkezeti
elemekkel rendelkezik, a béta-hordd szerkezeti TM fehérje csak a mitokondrium belsd
membranjaban fordul eld. A tovabbiakban, amennyiben TM fehérjékrdl beszélek, azzal mindig

az alfa-helikalis TM fehérjékre utalok.



3.3. Fehérjék haromdimenzios szerkezetének Kkisérletes meghatarozasa

A fehérjék szerkezetének kisérletes megoldasara tobbféle modszer 1étezik, ezeknek célja a
szerkezetben 1év0 atomok koordinatainak minél pontosabb meghatirozédsa. Az egyik ilyen
technika a rontgen krisztallografia, melynek soran a vizsgalt fehérjét kristalyracsban rogzitjiik,
majd rontgensugarzasnak tessziik ki. A fehérje kristalyracsan a rontgensugar szorodik, egy
egyedi diffrakcidos mintazatot hozva létre, melybdl felépithetjiik a fehérje elektronstiriiség
térképét. Ennek a térképnek a pontjaiba illeszthetdek be a fehérjében szerepld atomok, igy
meghatarozva az eredeti haromdimenzios szerkezetet. A mddszernek egyik hatranya, hogy ez
a fehérje kristalyositasa miatt csak egy statikus képet tud nyujtani a fehérje szerkezetérol,
illetve, hogy TM fehérjék esetén a vizsgalat elott egy detergenssel el kell tavolitani a membrant,

¢s ez befolyasolja a fehérje nativ szerkezetét.

Egy masik mddszer a magneses magrezonancia (NMR) vizsgalat, ami azt az elvet hasznalja ki,
hogy ha a protonok vagy neutronok szdma egy atomban paratlan, akkor ezek magneses térbe
helyezve informaciét adnak a szomszédos kapcsolataikrol. Leegyszeriisitve ez olyan mddon
torténik, hogy magneses térben gerjesztddnek, arnyékolas jon létre, és az igy kapott értéket
lehet egy referencia (arnyékolas nélkiili) értékhez hasonlitani, majd az igy kapott kémiai
eltolodas értekekkel egy megszoritas halmaz allithato fel az egyes atomok tavolsagara. Ezeket
a tavolsagmegszoritasokat felhaszndlva kaphatjuk meg a molekula lehetséges szerkezeteit,
ebbdl kifolyolag a fehérje dinamikus mozgasat is latjuk, ami az NMR egyik legnagyobb eldnye.
A modszer hatranya, hogy NMR-rel csak kisebb molekulék vizsgalhatoak, a TM fehérjék pedig

gyakran tul nagyok az ilyen tipusu szerkezetmeghatarozashoz.

Krio-elektronmikroszképia (krio-EM) esetén eldszor olyan gyorsan lefagyasztjuk a fehérje
molekulat, hogy a benne 1év6 viz ne tudjon kristalyosodni, igy vitrifikalt amorf viz képzdodik.
Rontgen sugar helyett ilyenkor elektronokkal bombazzuk a fagyasztott fehérje molekulat
kiilonbozd irdnyokbol, majd az igy kapott kétdimenzids vetliletekbdl alkotjuk meg a
haromdimenziés modellt. Ez az eljards az utdbbi években jelentds eldrelépést hozott TM
fehérjék szerkezetmeghatarozasdban, ugyanis ilyen médon a nativhoz kozeli allapotban tudjuk
megfigyelni a fehérjét. Hatranya, hogy jelentdsen gyengébb a felbontasa az egyéb

szerkezetmegoldasi modszerekhez képest.



3.4. Fehérjék haromdimenzios szerkezetének szamitogépes meghatarozasa

A fehérjék haromdimenzios szerkezetének szamitogépes megoldasa egy rendkiviil komplex,
nagyon nagy szamitasi igényl feladat, ezért egyedi megoldasok sziikségesek ahhoz, hogy ez
lehetségessé valjon. A klasszikus szerkezetmodellezd moddszerek harom kategoridba

sorolhatoak: homolédgia modellezés, fold felismerés €s de novo szerkezetbecslés.

A homologia modellezés soran azt az elvet hsznaljuk ki, hogy a szerkezet erésebben konzervalt,
mint a szekvencia, tehat még alacsony szekvenciaazonossagok mellett is megfigyelhetéek
nagyon hasonld szerkezetek. Ennek megfeleléen a modellezni kivant szekvenciankhoz
igyeksziink olyan szekvencidt keresni, ami legalabb 20-40%-0s azonossagot mutat, €s
rendelhetd hozzd megoldott szerkezet. Ennek a szerkezetnek a segitségével probaljuk
modellezni a fehérjénket, bar ezzel a modszerrel varhatdan lesznek olyan szakaszok/hurkok,

amelyek hianyoznak majd a modellszerkezetbdl, amiket majd potolni kell.

Amennyiben homologia modellezéssel nem tudjuk modellezni a szerkezetiinket, a fold
felismerés modszert is alkalmazhatjuk. Ilyenkor egy reprezentativ szerkezeti készletet
hasznalunk, amelynek 0sszes szerkezetéhez hozzaprobaljuk szekvenciankat. A szekvenciankat
végigflizziik ("threading’) az egyes szerkezeteken, és egy energiafiiggvénnyel leirjuk az 6sszes
legkisebb energiadllapot tartozhat a nativ allapothoz. A modszer soran mindig lesz egy ilyen
legkisebb energiaérékii allapot, de egyaltalan nem biztos, hogy ez valoban helyes szerkezetnek
felel meg. Ennek érdekében feltételezniink kell egy bizonyos energiaérték fiiggvényt, amely

felett mar elvetjiik a talalt szerkezetet.

Ha az emlitett modszerek kozil egyik sem vezetett eredményre, probalkozhatunk még a de
novo szekezetbecsléssel. Ehhez nem haszndlunk kisérletes adatokat, igy Onmagéban egy
nagyon lassu eljarasrol van szo, viszont néhany feltételezés lényegesen lecsokkentheti a
szO6bajové konformaciok terét. Az egymashoz varhatdéan kozel elhelyezkedd aminosavak
megtalalasa ilyen szempontbdl hasznos lehet, amihez korreldlt mutacid analizist végezhetiink.
Ennek soran tobbszoros illesztésen vizsgaljuk a fehérje rokonait, és talalhatunk olyan aminosav
parokat, amelyek egylitt valtoztak meg a referencia szekvencidhoz képest. Ilyenkor azzal a
azok varhatéan egymassal kolcsonhatasban alltak, azaz térben kozel helyezkedtek el

egymashoz.



A TM fehérjék szerkezetmeghatarozasandl kiilon kihivast jelent, hogy ellentétben mas
fehérjékkel, itt egy két allapotu (és harom fazist) rendszert kell leirni, ugyanis a fehérje
membranba esd régiodi lipiddel érintkeznek, az abbdl kilogd részek viszont vizes kdzegben
helyezkednek el. Erre a korilményre legtobb modszer nincs felkészitve. Ugyanakkor,
alkalmazasukkor a hibak kiszlirése érdekében felhasznalhatjuk a TM fehérjék ismert
tulajdonsagait, példaul azt, hogy a membran két kiilonb6zé oldalan 1évé fehérjék sohasem

lIéphetnek kapcsolatba.
3.5. A szerkezeti tér lefedettsége az AlphaFold2 el6tt

Korabbi eredmények alapjdn a human genom megkdzelitéleg 25%-a kodol TM fehérjét [5],
mégis a megoldott huméan TM szerkezetek szama minddssze néhany szaz [6]. Ha figyelembe
vessziik a homolog szerkezeteket is, akkor ez a szam valamivel magasabb, de ebben az esetben

is csak a létezd 6sszes TM feltekeredés (fold) alig tobb mint 60%-a ismeretlen [7].

A korai szerkezetgenomikai projektek egyszertien nem foglalkoztak a TM fehérjékkel, mivel
bonyolult volt a szerkezetiik meghatarozasa kisérletes modszerekkel [8]. A 2010-es évek koriil
azonban egyre tobb tanulmény jelent meg a témaban. Stratégidkat dolgoztak ki arra, hogy
milyen TM fehérje szerkezeteket lenne érdemes megoldani [9], adatbazisok jelentek meg,
amelyek tartalmaztdk a fobb szerkezeti célpontokat [10], és TM fehérje specifikus predikcios
modszerek késziiltek, amelyek képesek megbecsiilni, hogy egy fehérje mennyire egyszeriien
kristalyosithato [11]. Elvben ezek az adatszettek ramutattak a fontos TM fehérjékre, mig a
predikcids modszerek segitettek kivalasztani melyik TM fehérje kristalyositasa lehetséges. A
legtjabb megoldasok mar figyelembe veszik az ortolog fehérjéket is és segitenek kivalasztani
azok koziil a jol expresszalodo rokonokat, valamint meghatarozni a koriilményeket, amelyek

kozott a fehérje stabil marad [12].

A kisérletes modszerek mellett a szamitogépes modszerek pontossaga is elmarad.
Homologiamodellezés és foldfelismerés esetén az ismert szerkezetek alacsony szdma okoz
problémat, mig de novo fehérjemodellezés esetén a TM fehérjék tobbszoros illesztése okozhat

gondot.

Az elmult 5 évben azonban a fordulatot nem a szerkezetgenomikai programok altal is remélt
megoldott rontgen-szerkezetek szaméanak novekedése okozta, hanem a krio-EM, amelynek
segitségével nagy mértékben megndvekedett az ismert TM fehérje szerkezetek szama — bar még

igy sem ¢éri el a kivant szintet.



A fenti problémakra részben megoldast nyujthat a topologia predikcid: ez egy gyors,
alacsonyfelbontast szerkezeti leiras, amely tartalmazza a szekvencidn beliil a TM régiok pontos
kiils6 vagy bels6 oldala). Ez a részleges informaci6 mar sokféle kisérlet tervezésekor tampontot

nyujthat.
3.6. Az AlphaFold2 szerkezetbecslé eljaras

A Critical Assessment of protein Structure Prediction (CASP) egy kétévente megrendezett
verseny, ahova barmelyik kutatocsoport jelolheti a szerkezetpredikcios programjat. A verseny
Iényege, hogy addig még nem publikalt fehérje szerkezeteken (ennélfogva ezek a szerkezetek
nem szerepelhettek egyik eljaras tanitohalmazéban sem) objektiven kiértékelik a versenyzo
algoritmusokat. A klasszikus, teljesen 0sszekotott neurdlis halokat tovabbgondold mély gépi
tanulas szdmos teriileten hozott mar forradalmi sikert. 2020-ban a DeepMind a CASP14
megmeérettetésen egy teljesen Uj szintre emelte a fehérjeszerkezet becsld eljarasok pontossagat
mély gép tanulas segitségével [13]. A globalis tdvolsag teszt (Global Distance Test) egy szazas
skalan értékeli az algoritmusok pontossagat a kisérletes és a predikalt szerkezetek atomi
helyzetének Osszehasonlitasaval. Az AlphaFold2 (AF2) GDT pontszdma 92,4 volt, mig a
masodik helyezett (ami egyébként az AlphaFold el6z0 verzidja) 60 alatti pontszdmmal

kovetkezett.

Az AF2 [14] els6 1épése nem kiilonbdzik a korabban mar targyalt de novo szerkezetbecsld
modszerektdl: a bemeneti szekvencidhoz egy rendkiviil mély szekvenciaillesztést készit,
amelyen korreladlt mutacid analizis végezhetd. Ezzel egyidében azonban mar egy kiegészitd
Iépést is elvégez: a sajat templat konyvtaraban (ahol korabbi kisérletes szerkezetekbol
szarmaztatott informaciok vannak) olyan szerkezeteket keres, amelyek szekvenciélisan
hasonldak a lekeresett szekvencidhoz. Ezek segitségével az AF2 igyekszik megbecsiilni az
egymashoz térben kozel elhelyezkedd aminosavakat és egy aminosav ‘pdr reprezentdciot’

késziteni.

Misodik 1épésben ezeket az informacidkat egy transzformernek tovabbitja, amelynek az a
feladata, hogy azonositsa a felhalmozott informaciokbol az igazan fontosakat, azaz amelyek
ténylegesen fontosak a szerkezetbecslés szempontjabol. Az AF2 transzformer része 48 iteracion
keresztiil pontositja és finomitja a tobbszoros illesztést, valamint a ‘par reprezentacidt’. A
harmadik modul a transzformertdl kapott informaciok segitségével készit egy statikus

haromdimenzios modellt a fehérjérdl.
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A fenti eljaras iterativ, a harmadik 1épés utan ismét a masodik kovetkezik, és a kezdetin feliil
az AF2 még 3 iteracion keresztiil finomitja a szerkezetet. Mig a kezdeti 1épésekben a lehetséges
hiba magas, és minden egyes lépés utdn eltérd szerkezetet becsiil az AF2, a harmadik

iteracioban mar kozel egyforma szerkezeteket predikal.

Az AF2 teljesen 1j dimenzidt nyitott a szerkezeti bioldgia teriiletén, annak egyik legfontosabb
modszerét produkalva az elmult évekbdl. Az AF2-t az eredeti céljan feliil lehet hasznalni
rendezetlen régidk becslésére, varians effektus analizisre vagy fehérje-fehérje kdlcsonhatasok
vizsgalatara [15]. Az AF2 segitségével mara tobb szazmillio fehérje szerkezetét becsiilték meg,
igy most mar az azonositott szekvencidk nagy részéhez létezik egy nagy megbizhatdésagu

becsiilt szerkezet [16].

Béar az AF2 pontossdgat megmérték egy fliggetlen halmazon, ezek altaldban tobbnyire
globularis fehérjéket tartalmaznak. Az AF2 TM fehérjéken vald pontossagarol korabban
sziiletett cikkek egy-egy fehérjecsaladra vagy tipusra koncentraltak. A TmAlphaFold adatbazis
az elsO olyan forrds, amely tartalmazza az AF2-vel becsiilt 6sszes TM fehérje szerkezetet,
valamint a membransik helyzetét a fehérjéhez képest. A TmAlphaFold adatbéazis ezenkiviil a
szerkezetek értékelését is tartalmazza, geometriai és szerkezeti szempontok alapjan — bar ez

csak egy intuitiv hibaskala, amelynek a részletes értékelése még nem tortént meg.

Bér a teljes human proteomon vizsgaltak mar hogyan valtoztatta meg az AF2 a szerkezeti tér
lefedettségét [17], de kizarolag TM fehéjéken ezt még senki nem elemezte nagyskalasan. Mivel
a TM fehérjék a feltekeredés szempontbodl egy specidlis osztalyt képeznek, ezek kiilon, kritikus
vizsgéalata egy fontos 1épés milkddésiik megértésében ¢és hozzdjarul a hatékony

gyogyszertervezéshez.
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4. Célkitizés

Az AlphaFold2 (AF2) egészen ) megkdzelitésbe helyezte a szerkezeti biologia teriiletét az
elmult évben, azonban hatékonysagat transzmembran (TM) fehérjéken tovabbra sem tisztazott.
A bizonytalansag oka, hogy az AF2 tanitdsa sordn az ismert TM szerkezetek szama igen
alacsony volt, igy azt varjuk, hogy a nagy szamu kisérletesen meg nem oldott human TM
fehérje szamos AF2 szerkezeti modellje hibakkal terhelt lehet. Munkam soran az aldbbi

célkitiizésekkel igyekeztem elemezni ezt a problémat:

1. Annak a megallapitdsa, hogy eldre definialt metrikdk alapjan lehetséges-e hatékonyan

elvalasztani a jo €s alacsony mindségti AF2 szerkezeteket.

2. A humén TM fehérje szerkezeti tér mindségének Osszehasonlitdsa az AlphaFold2

megjelenése eldtt €s utan.

3. Annak vizsgalata, hogy az AF2 szerkezetek hasznalhatoak-e homoldg fehérjék keresésére,

illetve azonosithatdak-e a segitségiikkel mar ismert fehérjecsaladok.

4. Olyan fehérjék ¢és fehérjecsaladok meghatarozasa, amelyekhez tovabbra sem tartozik jo

mindségl kisérletes vagy szamitdgépes szerkezet.
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5. Adatok és modszerek

5.1. Bioinformatikai modszerek

Moédszer neve

Leiras

Elérhetoség

Basic Local

A BLAST [18] biologiai (nukleinsav vagy aminosav)
szekvenciak Osszehasonlitdsan alapul6 keresd

https://blast.ncbi.

1épéseit Python programozasi nyelven irtam.

Ali t
Sealfcnhm;(l)lol program, hasznalatdval hasonld szekvenciaval nlm.nih.gov/Blast
rendelkezd DNS, RNS vagy fehérjelancok kereshetéek | .cgi

(BLAST) (s -
egy hattér adatbazisban.

A CD-HIT [19] nukleotid vagy aminosav szekvenciak
6sszevetés’ér’e :alkalmas prc’)gram, a betéplé’tlt.fehérj ¢ket hitp//weizhone-
a felhasznal¢ altal meghatarozott azonossagi
CD-HIT et g, ., .. lab.ucsd.edu/cd-
kiiszobértéknek alapjan klaszterekbe csoportositja. .
Segitségével kisziirhetdek a kozelitéleg redundans
szerkezetli fehérjék egy adatszettbol.
A HHBIits [2 jtett Markov- llek
HHBIits [20] egy rejtett Markov-modelle https:/toolkit.tueb
) paronkénti illesztésén alapulo érzékeny :

HHBIits , . .. ,, .. ingen.mpg.de/tool
fehérjeszekvencia illesztd program, amellyel tavoli :
homologok kereshetdek egy hattaradatbazisban.

A Foldseek [21] egy fehérjeszerkezet-06sszehasonlitd
iah 16 knal
progra,m, ami a hasonl6 programo a“ o hitps:/search. fold
Foldseek nagysagrendekkel gyorsabb, azokkal 6sszemérhetd
, . e seek.com/search
pontossagot képes produkalni, igy nagy adatszettek
esetén is alkalmas homolog fehérjék keresésére.
. A TM-Align [22] egy szekvenciafiiggetlen https://zhanggrou
TM-Align L < (o . :
fehérjeszerkezet-6sszehasonlitéd algoritmus. p.org/TM-align
Az AF2 [14] egy mesterséges intelligencian alapuld
fehérjeszerkezet predikcios program, amely https://www.deep
AlphaFold 2 mél,ytaflulés’i ?lgoritrr}usok fell:asznéléséVfll minden mit?d.C(.)m/researc
(AF2) korabbi fehérjestruktura becslé programnal nagyobb h/highlighted-
pontossaggal képes meghatarozni egy fehérje research/alphafol
haromdimenzids szerkezetét annak aminosav d
szekvencidja alapjan (Isd. 3.6).
A klaszteranalizis soran dimenzidcsokkentéssel
Hierarchikus | csoportokba (klaszterekbe) rendezhetdek nagyobb https://scikit-
klaszterezés | adattombok elemei. A klaszterezést a scikit-learn learn.org/
python programcsomag segitségével végeztem.
., . Munkam soran az adatbazisok elokészitési és sziirési
Sajat scriptek -

1. tablazat. A munkam soran felhasznalt bioinformatikai modszerek osszefoglalasa
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http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit
http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhblits
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhblits
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhblits
https://search.foldseek.com/search
https://search.foldseek.com/search
https://zhanggroup.org/TM-align
https://zhanggroup.org/TM-align
https://www.deepmind.com/research/highlighted-research/alphafold
https://www.deepmind.com/research/highlighted-research/alphafold
https://www.deepmind.com/research/highlighted-research/alphafold
https://www.deepmind.com/research/highlighted-research/alphafold
https://www.deepmind.com/research/highlighted-research/alphafold
https://scikit-learn.org/
https://scikit-learn.org/

5.2.

Adatbazisok

5.2.1. Széles korben hasznalt adatbazisok

Moédszer neve Leiras Elérhetoség
Universal Az UniProt [23] a b10,10g1a Eemleten e’gylk
) leggyakrabban hasznalt fehérje adatbazis, amelyben .
Protein ) , ., e, . ... . | https://www.unip
megtalalhato egyes fehérjék lokalizacigja, funkcioja és
Resource , . , , L. , rot.org
) sok egy¢éb tulajdonsaga, mas adatbazisokhoz vald
(UniProt) ) \ ..
kereszthivatkozasokkal egytitt.
A PDB [24] adatbazis fehérjék, nuklei k é
Protein Data [24] ? atbazis e’ e1ek, i emsava' °s https://www.rcsb.
Bank (PDB) komplexek térszerkezetét tartalmazza, atomi oro/
koordinatak formajaban. :
A CATH [25] egy fehérjeszerkezet-osztalyozo
adatbazis, ami fehérje domének evolucios
., L ., , https://www.cath
CATH kapcsolatair6l nyujt informéciot, azok kisérletesen db.inf
. . . .info
meghatarozott szerkezetei alapjan, automatikus
modszerek és kézi annotacio keverékével.
Gene A GO [26] egy olyan konyvtar (controlled
Ontolo vocabulary), amely szamitogépes miiveletekhez is http://geneontolo
gy hasznalhat6 modellt llit organizmusok bioldgiai és gy.org/
(GO) . e
kémiai funkciéirol.
o , . , , L https://www.prot
, .. | Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi .
Gyogyszercél- ) ) c , ) einatlas.org/searc
., .,. | Hivatala (FDA) altal j6vahagyott gyogyszercélpontok ;
pont fehérjék | .. | ) 1 seegan h/protein_class%
. listajat a Human Protein Atlas weboldalardl toltottem
listaja e 3AFDA+approve
’ d+drug-+ttargets

2. tablazat. A munkam soran felhasznalt adatbazisok osszefoglalasa

5.2.2. Specifikus adatbazisok
5.2.2.1. PDBTM

A PDBTM [6] (http:/pdbtm.enzim.hu) a PDB adatbazis TM fehérje szerkezeteinek

gylijteménye, amit a TMDET algoritmus PDB-n val6 lefuttatasaval hoztak 1étre. A TMDET
algoritmus a membran lokalizacidjat geometriai megkdzelitésbol igyekszik detektalni,
kiilonbozo szogben végzett szeletelések mellett a lipidekaltal hozzaférheto részeket keresve. Az
adatbazis fehérjéihez két fontos f4jl tartozik, az egyik a pdb f3jl, ami a fehérje szerkezetét
tartalmazza ugy elforgatva, hogy az x és y tengelyek parhuzamosak legyenek a membransikkal.
A masik egy xml formatumu fajl, ami tartalmazza a szekvencia egyes régioinak lokalizaciojat,

igy a TM régiok pontos helyét is.
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5.2.2.2. Orientations of Proteins in Membranes (OPM)

Az OPM [27] (https://opm.phar.umich.edu) adatbazis TM fehérjék olyan PDB bejegyzéseinek

crer

membran lokalizaciojat a PDBTM-mel ellentétben biofizikai megkdzelitéssel detektaltak. Ez
az adatbazis csak a fehérjék pdb fajljait tartalmazza, azokban dummy atomokkal jelolve a
membransikot, igy a szekvencidk pontos TM régidinak meghatarozasahoz sajat programokat

irtam.
5.2.2.3. Human Transmembrane Proteome (HTP)

A HTP [5] (http://htp.enzim.hu) adatbazis human alfa-helikalis TM fehérjék szekvenciait, és

azok predikalt topologidit tartalmazza (azaz a membranrégiok pontos helyét és azok

crer

CCTOP egy konszenzus modszer, ami 10 masik egyedi modszer eredményét foglalja magaban,
amelyeket kiegészit kisérletes (topologiat indikalo kisérletek, pl.: foszforilacid, glikozilacio;
szerkezeti adatok a PDBTM adatbazisb6l), valamint bioinformatikai adatokkal (domén

informacio).
5.2.2.4. AlphaFold Database (AFDB)

Az AFDB [16] (https://alphafold.ebi.ac.uk) az AF2 altal aminosav szekvencidkbol josolt

fehérje szerkezetek adatbazisa. Ez egy viszonylag 0j szerkezeti adatbazis, ami allandoan frissiil.
Eldszor csak néhany fontosabb genom kertilt bele, majd a masodik kiadas a teljes SwissProt
adatbazist tartalmazta. A tartalmat elobb kozel 1 millié szekvenciara névelték tovabb, és a

legujabb frissitése mar 200 milli6 fehérje szerkezetet tartalmaz.
5.2.2.5. Transzmembran AlphaFold adatbazis (TmAlphaFold database)

A TmAlphaFold [29] adatbazis (https://tmalphafold.ttk.hu) az AFDB-bdl kinyert TM fehérje

szerkezetek gyliteménye. A készités soran az 0sszes AF2 szerkezet fel lett darabolva a PAE
matrixok alapjan, majd ezek kiilonb6z6 kombinacidin a PDBTM elkészitésénél is alkalmazott
TMDET algoritmussal hataroztdk meg a membran sikjat, az esetleges nem kompatibilis
részeket kimaszkolva. Erre azért volt sziikség, mert az AF2 a kompakt régiokat viszonylag nagy

crer

nem, igy egy tipikus hiba lehet, hogy a membran sikjaba beleldg egy globularis domén.

15


https://opm.phar.umich.edu/
http://htp.enzim.hu/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://tmalphafold.ttk.hu/

A TmAlphaFold adatbazis az optiméalis (sokszor redukalt) szerkezet és membransik

meghatarozasan til, a lehetséges geometriai és topologiai hibakat figyelembe véve a szerkezetek

mindségét is tartalmazza. A hibak a kdvetkezok lehetnek:

I) Geometriai hibak

Membransik: a TMDET nem tudott membransikot definialni (ilyenkor a tobbi sziird nem
értelmezhetd).

Szignal peptid: az érett fehérjérdl mar levagodo szignal peptid belelog a membransikba.
Teljes szerkezet: A teljes szerkezeten nem lehetett meghatdrozni a membransikot, abbol
egy vagy tobb domén ki lett vagva a PAE matrix alapjan.

Révid hélix: 10 aminosavnal rovidebb alfa-hélix taldlhat6 a membranban.

Maszkolt: Alacsony pLDDT értékkel rendelkezd szegmens a membransikban.

Hianyzo membran: A szerkezet szeletelésekor egy fragmensben detektalt membranrégio a
membransikon kiviil helyezkedik el a teljes szerkezetben.

Domén: Egy globularis fragmens belel6g a membransikba.

IT) Topoldgiai ellentmondasok a CCTOP predikcids programmal vald dsszevetés sordn

Feliilbecslés: A CCTOP predikcidhoz képest extra membranrégid becslése.

Alulbecslés: A CCTOP predikcidhoz képest hidnyzik egy vagy tobb membranrégid a
szerkezetbdl.

CCTOP membransik: amennyiben nem fed at legalabb egy (bitopikus TM fehérjék esetén)
vagy két (politopikus TM fehérjék esetén) membranrégio a CCTOP predikcié és az AF2

szerkezet kozott.

Ezek a hibak egy 5 fokozatt skalan vannak 0sszesitve: 0-4: Hibas; 5: Gyenge; 6-8: Elfogadhato;
9: J6; 10: Kivalo.
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5.3. A kiértékeléshez hasznalt statisztikai modszerek, metrikak

Az adatok kiértékelése sordn szdmos olyan mutatot hasznaltam, amelyek szamszerlsitik a
felhasznalt predikciés modszerek teljesitményét. Ezt ugy tudtam megtenni, hogy a szamolt
tulajdonsadgok mellett a létrehoztam teszt adatszetteket is, amelyek azok ellendrzésére

szolgaltak kisérletes ¢és nagy megbizhatdsagu adatokkal.

Az adatok kiértékeléséhez konfuizids matrixokat hoztam 1étre, amelyek tartalmazzak a helyes
¢s hibas predikcidk szamat négy kategoridba sorolva: valos pozitiv (TP, olyan eset, amikor a
predikcid és a megfigyelés is pozitiv), hibas pozitiv (FP, els6faju hiba, a predikcid pozitiv, de
a megfigyelés negativ), hibas negativ (FN, masodfaju hiba, a predikcido negativ, de a
megfigyelés pozitiv) és valds negativ (TN, a predikcié €s a megfigyelés is negativ). Ezekbdl
két fontos érték szamithatd, amelyek viszonylag pontos képet adnak az osztalyozas

hatékonysagarol: a Matthews korrelacios koefticiens (MCC), és a balanced accuracy (BACC):

TPXTN —FP XFN

McC =
J(TP +FP)(TP + FN)(TN + FP)(TN + FN)
P, _TN
pacc — TP+FN 2 TN + FP

Predikcids modszerek alkalmazéasakor eredményként jellemzden egy skélan taldlhatod értéket
kapunk (nagyon sokszor, de nem minden esetben 0-t6l 1-ig terjedd szdmokat), ami a predikcid
megbizhatosagarol ad informaciot. Mindig sziikség van egy ugynevezett hatarértékre (’cut
value’), ami felett a predikcio eredménye pozitiv, alatta negativ lesz. Ezt 0 és 1 kozotti skalan
leggyakrabban 0,5-ként szoktuk meghatarozni, de ettdl néhany esetben indokolt eltérni. A
receiver-operating characteristic (ROC) gorbe egy olyan monoton névekvo fliggvény, amely
minden lehetséges hatarérték esetén abrazolja valds pozitiv rata (TPR) és hibas pozitiv rata
(FPR) értékeket egy grafikonon:

TPR =TT FN

FP

FPR=2p TN

A ROC gorbe alatti teriilet (AUC) remek mérészama a predikcios modellek kiértékelésének,

ahol a 0.5 érték egyezik meg a véletlenszerii predikcid eredményével.
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5.4. Adatszettek

5.4.1. AlphaFold2 human TM fehérjéken valé kiértékelése (human adatszett)

Az TmAlphaFold adatbazis hatékony elemzéséhez eldszor egy olyan teszt adatszett elkészitése
volt a célom, ami megbizhat6 topologiai adatokat tartalmaz humén TM fehérjékrdl, amivel
megfeleléen ellendrizhetéek a TmAlphaFold adatbazisban taldlhatdo transzmembran régio
becslések. Ehhez az OPM ¢és PDBTM adatbazisokbdl egyarant kigyiijtéttem minden human
TM fehérje szerkezetet, majd kinyertem bel6liik a szekvencia, illetve topoldgia informaciokat.
Az PDBTM adatbazissal ellentétben az OPM adatbézisnal nem allt rogton rendelkezésemre
topoldgiai informacio. Itt a rendelkezésre allo pdb fajlban eldszér megkerestem a megadott
membransik koordinata hatdrait, majd azokat az aminosavakat, amelyek koordinataik alapjan
ebbe a tartomanyba estek, TM régid részeinek vettem, a tobbit nem, igy megkaptam a

szekvencidhoz rendelhetd topologiat.

A HTP adatbazisban talalhato szekvenciakra lefuttattam a BLAST algoritmust a PDBTM ¢és az
OPM adatbazisok ellen, és listdztam a 40%-0s szekvencia azonossagot meghalado talalatokat.
Minden illesztett szekvenciara visszatérképeztem az ahhoz tartozd topologiat, majd
Osszevetettem az igy kapott HTP, OPM ¢és PDBTM topologiakat. Ha az OPM és PDBTM éltal

minden TM régié megfelelden le volt fedve, elfogadtam a megfeleld6 HTP topologiat.

A fenti talalatokat kiegészitettem azokkal a HTP adatbazisban talalhat6 fehérjékkel, ahol a
megbizhatosagi értek 95% felett volt. A két adathalmazt ezutdn 6sszevontam, és a CD-HIT
programmal 40% azonossagig szlirtem a szekvencidkat - igy biztositva, hogy redundans
talalatoktol mentes adatszettet hozok 1étre. Az adatszett 759 fehérjét tartalmaz, amelyekbdl 203-

hoz létezik kisérletes szerkezet.

5.4.2. Homolog fehérjék keresése AlphaFold2 szerkezetek segitségével (CATH adatszett)

Annak vizsgalatara, hogy hasznalhatoak-e AF2 szerkezetek homolog fehérjék keresésére,
sziilkségem volt egy olyan adatszettre, ami megbizhat6, kézzel annotalt adatokat tartalmaz
fehérjecsaladokrol. Erre a célra a CATH adatbazist valasztottam, amelybdl kikerestem azokat
a human TM fehérjékre vonatkoz6 bejegyzéseket, amelyek a fehérje PDBTM bejegyzése
az igy kapott fehérje listabol azokat a fehérjéket itéltem homolognak, amelyek a CATH szerint
azonos szupercsaladba tartoztak. Az adatszett 290 fehérjét tartalmaz, 33 elkiilonithetd osztalyba

rendezve azokat.
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6. Eredmények és kiértékelés

6.1. A TmAlphaFold adatbazis Kkiértékelése human transzmembran
fehérjéken

Az AlphaFold2 kiértékelését eldszor egy, a kiértékelés soran referenciaként szolgald ‘human
adatszett® megalkotasaval kezdtem. Ennek 1épéseit a dolgozat Adatok és modszerek fejezetében
mar részleteztem. A kiértékelés sordn a TmAlphaFold adatbéazisra tamaszkodtam, amely

tartalmazza a szerkezetekkel kapcsolatos konfliktusokat.
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2. abra. A TmAlphaFold adatbazis szerkezeteinek értékelése.
A) Helyes topoldgidk aranya a kiilonbozd szlir6k ‘helyes’/’hibas’ jelzései esetén B) A
TmAlphaFold sziiréinek egymashoz viszonyitott korrelacioja. C) A topoldgidk pontossaga a
TmAlphaFold mindségi kategoriai szerint, valamint az egyes kategoriakba eso fehérjék aranya
a ‘human adatszetten’. D) A TmAlphaFold mindségi kategoridk aranya a becsiilt €s kisérletes
szerkezetekben 1év0 atomi koordinatdk kozépérték-négyzet eltéréseinek (RMSD)

fliggvényében.

Kovetkezd 1épésben Osszevetettem a TmAlphaFold adatbazis topolégidit a ‘human adatszett’
megfeleld fehérjéinek topologiaival, és ahol a vizsgalt topologidk megegyeztek, azt helyes
szerkezetnek vettem. Ugy gondolkoztam, hogy amennyiben az AF2 szerkezetbecslésbol
szarmaztatott topoldgia helyes, az erdsen indikalja a szerkezet helyességét is. Ennek a

kiértékelésnek az eredményeit Osszevetettem a TmAlphaFold adatbézis sajat, geometriai hiba
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keresésén, illetve becsiilt topoldgidkhoz valdé hasonlitison alapuldé szlrdivel, azaz
megvizsgaltam a helyes topoldgidk aranyat amikor egy sziir6 azt jelzi, hogy egy fehérje helyes,
valamint amikor hibat észlel (2/A é&bra). A sziir6k valtozoé hatékonysaggal mikodnek: pl a
‘szignal peptid’ és a ‘maszkolt’ kozel ugyanolyan ardnyban tartalmaznak helyes fehérjéket
‘hibas’ €s ‘helyes’ jelolés esetén (ennek {6 oka, hogy ezek a részek a membransik detekcid
soran ideiglenesen torlésre keriilnek, de ettél még hibaként vannak szamontartva). A geometriai
szlir6k koziil a ‘rovid hélix’ és a ‘hianyzd6 membran’ esetben mikodik a legjobban, mig a
topologia szlirok kozil a CCTOP membransik - ezekben az esetekben, ha a sziir6 nem jelez

hibat a pontossdg magas, mig hiba esetén alacsony.

Ezutan a sziirdk esetleges redundancidjadnak vizsgélatira megnéztem azok egymdshoz vald
redundansak és a kiilonb6zd hibatipusok mas fehérjéknél keriilnek el6. Az egyes sziirdk
altalaban nem mutatnak magas korrelaciot (2/B abra), a geometriai sziirdk koziil a ‘teljes
szerkezet’ €s a ’domén’ esetén lathatd magasabb érték (0,76) - ennek magyardzata, hogy
amennyiben egy domént el kellett tdvolitani a teljes szerkezetbdl, az valoszinlileg azért tortént
mert zavarta a membransikot. Korrelacio figyelheté meg tovabba az ‘alulbecslés’ és a ‘CCTOP
membransik’ szlir6knél, amelyek eltérd interpretacidi a becsiilt topoldgiaval vald

Jdsszevetésnek.

Azt i1s megvizsgaltam, hogy amennyiben a pontszamokat 0Osszesitjik a TmAlphaFold
adatbazisban ajanlott rendszer szerint, akkor az egyes mindségi kategoéridkban mekkora a
pontossag ¢s mekkora a fehérjék aranya (2/C abra). Jol latszik, hogy a magasabb mindségi
kategdria nagyobb pontossaggal jar (kivételt jelent a ‘gyenge’ kategoria, de ez betudhato a

nagyon alacsony mintaszdmnak (5 fehérje)) és a teszthalmazbdl ide tobb fehérje tartozik.

Ezenkiviil vizsgaltam még a TmAlphaFold szerkezeteket topologiai helyett szerkezeti
megkozelitésbdl is gy, hogy 0Osszevetettem a TmAlphaFold becsiilt szerkezeteinek és
kisérletesen megoldott szerkezetek atomi koordinatdit a TM-Align programmal, és ezek
tavolsdganak kozépérték-négyzet eltérését vettem (Root Mean Square Deviation: RMSD).
Ennél az 6sszehasonlitdsndl a ‘humdén adatszett’ csak egy részét tudtam hasznalni, ahol volt
megoldott kisérletes szerkezet (203 fehérje). Az eredmények alapjan minél nagyobb az RMSD
értéke, annal tobb fehérje keriil a gyengébb kategoridkba (ha az RMSD>4, a kivalo fehérjék
aranya csak 40%), mig alacsony RMSD (<1) esetén a kivalé kategoria domindl, ahova a

fehérjék 80%-a kertilt (2/D abra).
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A TmAlphaFold ilyen, szerkezeti megkdzelitésbol valo vizsgalatanak van par fontos hatranya:
I) az altalam felhasznalt teszthalmaz nem lehet teljesen fiiggetlen, ugyanis az AF2-t az dsszes
2020-ig bezardlag megjelent szerkezetek felhasznalasaval tanitottak. Fontos megemliteni, hogy
a magneses magrezonanciabol (Nuclear Magnetic Resonance: NMR) szdrmaz6 szerkezeteket
nem vették figyelembe a tanitas sordn. A megoldott TM fehérjék legtobbszor rontgen-
krisztallografia vagy krio-elektronmikroszkopia (krio-EM) eredményei. Viszonylag kevés az
NMR segitségével meghatdrozott TM fehérje szerkezet, ugyanis ehhez tul nagyok a fehérjék,
pedig az ilyen szerkezetek egyébként alkalmasak lennének fiiggetlen teszthalmaz 1étrehozasara.
Felmertil, hogy a 2021 utani szerkezetek, vagy az NMR-rel megoldott szerkezetek alkalmasak
lehetnek fiiggetlen teszthalmaz 1étrehozésara, azonban realisan ezeknek a szerkezeteknek a
nagy része homolog a kordbban megoldott szerkezetekkel. II) A gyenge és hibas kategoridba
nem kertiltek fehérjék a teljes szerkezetek dsszehasonlitasakor: ennek éppen az az oka, hogy a
fehérjék, amikhez rendelkezésre all kisérletesen megoldott szerkezet, tipikusan benne voltak az

AF2 tanit6 halmazéaban, igy ezeken nagyobb annak pontossaga.

6.2. A human TM szerkezeti tér lefedettségének minésége az AF2 elott és

utan

A kovetkezOkben a AF2 megjelenésének a megbizhaté TM fehérje szerkezetek szamdra
gyakorolt hatasat igyekeztem felderiteni. Ennek vizsgalatdhoz els6 1épésben megvizsgaltam,
hogy az egyes human TM fehérjékhez a kiilonbozéd években mi volt a (szekvencidlis
azonossagot figyelembe véve) legkdzelebbi szerkezet, majd Osszegeztem minden évre, hogy
hany fehérjéhez létezik kiilonbozo kiiszobértékek mellett ismert szerkezet. Ezeket az értékeket
a kisérletes meghatdrozashoz kothetd évszam fliggvényében oszlopdiagramon abrazoltam
(2020-1g, 3. abra), majd ehhez hozzavettem a TmAlphaFold 6sszes szerkezetének mindségi

kategoridk szerinti eloszlasat (2021-es év, 3. abra).

Jol latszik, hogy az AF2 altal szdmolt megbizhato (,,Kivalo”) szerkezeti modellek szdma
sokszorosa a kisérletes uton eldallitott szerkezetek szdmanak (még tigy is, hogy nem hasznalunk
szlrét a szekvencia azonossagra). Az AF2 tehat hatalmas elérelépést jelent a megbizhato TM
fehérje szerkezeti modellek szamaban. A diagramon egy nagy ugras lathato 2011 és 2012 kozott
a megoldott szerkezetek szamaban, ez annak tulajdonithat6, hogy 2012-ben meghataroztak egy
human szagloreceptor fehérje szerkezetét - mivel ez az egyik legnagyobb fehérjecsaladba
tartozik, igy ugrasszerlien megnott azoknak a fehérjéknek a szdma, amikhez létezik kozeli

szerkezet.
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3. abra. A teljes human TM proteom szerkezeti lefedettsége az AF2 elott (kisérletes
szerkezetekhez vald szekvencialis azonossag) és becsiilt szerkezetek mindsége az AF2

megjelenése utan (TmAlphaFold mindségi kategoriak).

A tovébbiakban azt is vizsgaltam, hogy a human adatszetthez’ képest hogyan alakul az AF2
lefedettsége a teljes TM proteomon, a TmAlphaFold adatbazis mindségi kategoridit
felhasznalva (4/A 4bra): Mind a teszthalmazon, mind a teljes proteomon az adatok ~40%-a esik
a kivalo kategoridba, ami a teszthalmazon mérve 99%-o0s pontossagot jelez. A fehérjék 65-70%-

a esik a jo kategoriaba, ahol még mindig viszonylag magas a pontossag (93%).
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4. abra. A teljes proteom vizsgalata a TmAlphaFold minéségi kategoriaval.
A) A TmAlphaFold mindségi kategdridk aranyainak dsszevetése a "human adatszett’ €s a teljes
proteom fehérjéin, valamint a teszthamlazon mért pontossag. B) A TmAlphaFold mindségi
kategoriak aranyainak Osszevetése a teljes proteomon, homolog szerkezettel rendelkezd, illetve

nem rendelkezd fehérjéin.
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Ezenkiviil a teljes proteomon is Osszevetettem a TmAlphaFold adatbdzis mindségi
kategoridinak ardnyat olyan fehérjéknél, amelyekhez nem rendelheté kdzeli PDB szerkezet,
szemben azokkal, amelyekhez lehet homolog szerkezetet taldlni (4/B ébra). Itt latvanyosan jobb
mindségli szerkezetek figyelhetéek meg, amennyiben van kozeli kisérletesen megoldott
szerkezet. Ennek az lehet az oka, hogy az AF2 kissé tulilleszt, tehat azokon a fehérjéken
miikddik igazéan jol, amelyeken tanitva lett. Ez nem meglepd, gépi tanulasi modszereknél szinte
elkeriilhetetlen valamilyen szinti talillesztés a tanitohalmazra.

Az el6z6ekben a TmAlphaFold kiértékelése soran az egyes fehérjék helyességét sok esetben a
topoldgia segitségével hataroztam meg. A kovetkezd 1épésben annak az Gsszevetése volt a
célom, hogy a kiilonb6z6 TmAlphaFold besoroldsok és HTP megbizhatosagi értékek esetén
milyen ardnyban egyeznek a szekvenciabol becsiilt, valamint az AF2 szerkezeteken a TMDET
segitségével meghatarozott ~membransikokbol szarmaztatott topologidk. A HTP
megbizhatosagi értékeket 5 csoportba osztottam. Az eredmények alapjan amennyiben a HTP
megbizhatosagi értéke 90% felett van, valamint a TmAlphaFold besorolésa kivalo, a topologiak
98,63%-ban egyeznek (3. tablazat). Az is latszik, hogy ha csak a fliggetlen valtozokat vessziik
figyelembe (HTP megbizhatésag vagy TmAlphaFold besorolés), akkor a magasabb kategoria
magasabb egyezést mutat. Ez a vizsgalat arra mutat ra, hogy amennyiben két fundamentalisan
eltéré predikcio (HTP, AF2 + TmAlphaFold) mindegyike magabiztos eredményt ad, az

eredmény nagyobb eséllyel lesz megbizhato.

HTP megbizhatosag

60-69 70-79 80-89 90+

Kivalo

Jo
Elfogadhaté
Gyenge
Hibas

TMAIlphaFold
besorolas

3. tablazat. A TmAlphaFold és HTP topolégiak osszevetése kiilonb6z6 megbizhatésagi
szinteken (vasatag: legalabb 50 adat).

Kivancsi voltam még az AF2 4ltal hasznalt aminosavankénti megbizhatosagi becslés értékek
(pLDDT) eloszlasara is az egyes TmAlphaFold szerkezetekben. E16sz6r a membranba agyazott
¢s nem membranba dgyazott aminosavak pLDDT értékei kozotti kiilonbséget vizsgaltam meg,
amihez vettem az Osszes TmAlphaFold bejegyzésben definidlt membransik Z koordinata

hatarait, ¢s a megfeleld pdb f4;1bol kigylijtéttem az 6sszes olyan aminosavhoz tartozé pLDDT
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értéket, amelynek Z koordinatdja a membransik hatarai k6z¢ esett, illetve kiilon azokat, amik
ezen kiviil esetek (5/A ébra). Hasonlé médon, a TmAlphaFold adatbédzisban definialt topologiai
informaciok alapjan a membranrégioba, és a nem oda esd aminosavak pLDDT értékeit is

Osszegytjtottem (5/B abra).
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5. abra. Violin plotok a pLDDT értékek eloszlasarol kiillonb6zé TmAlphaFold
szerkezetekben
A) A membranba agyazott, és nem membranba agyazott aminosavak pLDDT értékeinek
eloszlasa az 6sszes TmAlphaFold szerkezetben. B) A membranrégioban elhelyezkedd, és a nem
membranrégioban elhelyezked6 aminosavak pLDDT értékeinek eloszlasa az 0Osszes
TmAlphaFold szerkezetben. C) Az aminosavak pLDDT értékeinek eloszlasa az 0Osszes
TmAlphaFold szerkezetben, TmAlphaFold mindségi kategoéridk szerint. D) A
membranrégioban elhelyezkedd aminosavak pLDDT értékeinek eloszldsa az Gsszes

TmAlphaFold szerkezetben, TmAlphaFold mindségi kategoridk szerint.

Megfigyelhetd, hogy a membranba dgyazott, illetve a membranrégidba esd aminosavak esetén
joval nagyobb aranyban vannak a magas pLDDT értékek, mint a tobbi esetben. Ez igazolja azt,
hogy a membréanban talalhatd aminosavak predikcidja valamivel biztosabb. A membranon

kiviil megfigyelhetd alacsonyabb pLDDT értékek egyébként vélhetéen gyakran rendezetlen
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régiokra vonatkoznak [30], hiszen az alacsony pLDDT értékek €s a rendezetlenség tobb
megfigyelés alapjan is korrelalnak egymassal. Az is megfigyelhetd, hogy a membranba
agyazott esetben (ahol a feltétel nem kototte ki, hogy az adott rész egy tényleges membranrégio
legyen) el6fordulnak alacsony megbizhatosdgi aminosavak is, szemben a kizarolag
membranrégiokkal. Ezekben az esetekben az AF2 sokszor egy flexibilis régiot huizott keresztiil
a membranon - aminek az oka, hogy a tanitas soran nem volt kikotve, hogy a kettds lipidrétegen

athalado résznek periodikus masodlagos szerkezetet kell felvennie.

TmAlphaFold mindségi kategdridk alapjan valogatva is dbrazoltam az ide tartozo fehérjék
aminosavjainak pLDDT értékeit (5/C abra). Itt az elvarasaimnak megfeleléen jobb mindségi
kategoéridkhoz 4tlagosan magasabb pLDDT értékek is tartoztak. Ezt az &brat ugy is
elkészitettem, hogy csak a membranrégioba es6 aminosavak pLDDT értékeit valasztottam ki
(5/D abra), ebben az esetben is megfigyelheto ez a trend, illetve az alacsonyabb pLDDT értékek
hidnyébdl itt is latszik, hogy a membranban taldlhatdo aminosavak predikcioja biztosabb. Az
egyetlen kivételt a "Hibas’ kategoria jelenti, ahol az atlagos pLDDT érték magasabb, mint a
soron kovetkezd, gyenge kategdridban - ilyen esetben pl. a membrandomén kompakt moédon

meg lett josolva, de egy hélix a membranon kiviil lett feltekerve.

6.3. Szekvencia és szerkezet alapu modszerek osszehasonlitasa homolog

fehérjék keresésére

Az AF2 kiértékelését egy masik nézOpontbdl folytattam, megvizsgaltam, hogy mennyire
hatékonyan lehet AF2 szerkezetek segitségével homoldg (pontosabban paraldg) fehérjéket
keresni. Viszonyitdsi alapnak a hasonld, szekvencia alapti homolog keresést hasznaltam. A
homolog keresési eljarasok hatékonysaganak ellendrzésére hoztam létre a "CATH adatszettet’,
benne fehérjék megbizhatd familidris kapcsolataival, ennek 1épéseit a dolgozat Adatok és

modszerek fejezetében mar részleteztem.

A szekvencia alapu keresést a HHBIits algoritmussal végeztem. Ehhez HTP adatbazis minden
fehérje szekvencidjan lefuttattam a HHBIits-et a teljes adatbazis ellen. A futtatasok

eredményeképpen minden fehérjéhez egy fijlt kaptam, benne az Gsszes illesztéssel, és az

crer

crer

adatszett’ fehérjeparjaival, a predikcié eredményeként az adott fehérjeparokhoz tartozo e-value
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értéket felhasznalva (amennyiben a HHBIits mindkét iranybdl megtalalta a fehérjepart, a kisebb

e-value értékkel, azaz a biztosabb taldlattal szamolva).

Modszer | Feltétel | Legmagasabb MCC
HHBlits - 0,895
HHBIits numTM 0,892
HHBlits TopFilter 0,728
Foldseek - 0,874
Foldseek | numTM 0,838
TM-Align | - 0,809

4. tablazat. A szekvencia és szerkezet alapu homolég fehérje keresé algoritmusok
eredményeinek legmagasabb MCC értékei kiilonboz6 sziirok mellett. Vastaggal jeloltem

a késobbi osszehasonlitasokban hasznalt algoritmust.

A kiértékelés soran kiillonbozo sziir6ket probaltam ki a megfeleld kapcsolatok kivalasztasakor
(4. tablazat), igy tehat az Osszes taldlatot elfogadd adatszetten til készitettem egy olyan
adatszettet, amiben csak az azonos szdmu TM régidval rendelkezd fehérjék kapcsolatat
fogadtam el (NumTM), illetve egy olyat is, amelyben ezen til az illesztésekre is kikotéseket
tettem, kiilonb6z6é topoldgiai megfontolasok alapjan (minden membran régio legalabb 5
aminosav hosszusagban atfedjen, illetve a TM régidba beszurt gap-ek szdma ne legyen tobb

mint 5) (TopFilter), ezzel is igyekezve javitani a pontossagot.

Fontos kiemelni, hogy mindkét esetben (HHBIits és Foldseek) végiil alkalmaztam egy olyan
szlir6t, amely ellendrzi a TM régiok szamat - ennek az az oka, hogy bar a pontossdg nagyon
kicsit alacsonyabb, de a futdsi id6 nagysagrendekkel gyorsabb ilyen esetben, ami a késdbbi

proteom szintli lekeresésnél volt fontos szempont.

A predikcio teljesitményét vevo miikodési karakterisztika (Receiver Operating Characteristic:
ROC) gorbén abrazoltam (6/A abra), ez alapjan egy meglehetdsen jo predikciorol van szo, a
ROC gorbe alatti teriilet (Area Under Curve: AUC) értéke 0,954. Abrazoltam még a kiilonbozé
e-value kiiszobértékek mellett szamolt Matthews korrelacidos koefficiens (Matthew’s
Correlation Coefficient: MCC) és pontossag (Balanced Accuracy: BACC) értékeket is (6/C
abra) az ideadlis kiiszobérték kivalasztasa érdekében. Latszik, hogy a maximum pont a gorbe
elején taldlhatd, tehat csak nagyon kevés, magas e-value-val rendelkezé fehérjepart nem
érdemes a taldlatok koz¢é venni. Amennyiben a HHBIlits egy kapcsolatot megtalalt, az

legtobbszor helyes.
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6. abra. A szekvencia és szerkezet alapu homolog fehérje keresé algoritmusok
teljesitmény mutatoi.
A) A HHBIits (numTM) eredményeinek ROC gorbéje. B) A Foldseek (numTM)
eredményeinek ROC gorbéje. C) A HHBIits eredményeinek MCC és BACC értékei az e-value
figgvényében. D) A Foldseek eredményeineck MCC ¢és BACC értékei az e-value
fliggvényében.

Az AF2 szerkezetek alapjan torténd homolog keresésre a Foldseek programot valasztottam, a
TmAlphaFold adatbazis fehérje szerkezeteit felhasznalva. A TM-Align program hasznélataval
is megprobalkoztam a célra, és ez a tesztek alapjan nagyon kevéssel pontosabb eredményeket
is adott a Foldseeknél, azonban ennek futdsa joval eréforrasigényesebb €s lassabb, ezért végiil
a Foldseek hasznalata mellett dontottem. A Foldseek a talalt fehérje kapcsolatokat egy fajlba
irta ki a hozzéjuk tartoz6 e-value értékekkel, ezekre a kapcsolatokra ezuttal is készitettem egy
szlir6t, amely kivalasztja az azonos szamui TM régidval rendelkezo fehérjéket. Ebben az esetben
is vizsgaltam a pontossagot sziirdvel és anélkiil is. A "CATH adatszettet’ 6sszehasonlitasi
alapként véve ismét szdmoltam ROC gorbét (6/B abra), amely ezuttal is pontos és specifikus
predikcidra utal. Itt az AUC értéke valamivel elmarad a szekvencia alapu keresésétol, de igy is
meglehetésen magas (0,918). A kiilonbozd e-value kiiszobértékek mellett szamolt MCC ¢és

BACC értékeket abrazolva (6/D éabra) latszik, hogy a maximum pont itt is a gérbe legelején
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van, tehat nagyjabol az e-value értékétdl fiiggetleniil, amiket a Foldseek kapcsolatként

megtalalt, azok jellemzden valoban homolog fehérjék voltak.
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7. abra. A hierarchikus klaszterezés eredményeinek kiértékelése.
A) A vizsgalt fehérjecsaladok koziil megtalalt fehérjék aranya eltérd kiiszobértékek mellett a
HHBIits eredményei alapjan. B) A vizsgalt fehérjecsaladok koziil megtalalt fehérjék aranya
eltérod kiiszobértékek mellett a Foldseek eredményei alapjan. C) A hamis pozitiv* (Isd. szoveg)
taldlatok ardnya eltérd kiiszobértékek mellett a HHBIlits eredményei alapjan. D) A hamis
pozitiv* (Isd. szoveg) talalatok aranya eltérd kiiszobértékek mellett a Foldseek eredményei

alapjan.

Kovetkezd 1épésben a legoptimalisabb lekeresési modokat (Isd. 3. tablazat, vastaggal)
kiterjesztettem a teljes human TM proteomra. Arra voltam kivancsi, hogy a HHBIits ¢és
Foldseek altal megtalalt kapcsolatok alapjan lehet-e jol elkiiloniild fehérje csoportokat
(klasztereket) létrehozni. Erre a célra Osszevond (agglomerative) hierarchikus klaszterezés
segitségével a fehérjéket csoportokra osztottam az eredmények alapjan. A klaszterezés soran
allithato a tavolsagi kiiszobérték, ami megadja, hogy az algoritmus milyen megengedden vonja
Ossze az elemeket nagyobb csoportokba. Harom fontosabb fehérjecsaladot valasztottam (SLC
fehérjecsalad, ATP-binding casette (ABC) transzporter fehérjék ¢és szaglds receptorok
(Olfactory receptors)), amikhez viszonyithattam a talalt fehérje csoportokat. A csoportokat

aszerint hatdroztam meg, hogy a fehérje teljes neve, vagy a génnév tartalmazta-e a megfeleld
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kulcsszavakat. Ezutan elvégeztem a klaszterezést 0,1-t61 1,0-ig minden kiiszobérték mellett. Az
idedlis kiiszobérték megtalalasa érdekében abrazoltam fehérjecsaladokbol megtalalt fehérjék
aranyat a kiilonbozd kiiszobértékek mellett (7/A-B abra). Megfigyelhetd, hogy 0,6-o0s

kiiszobérték felett mar minden esetben megtalalhat6 a fehérjecsaladok fehérjéinek nagy része.

Emellett a valoban helyes fehérjecsalddok megtaldlasanak van még egy fontos mérdszdma:
azoknak a fehérjéknek a szdma, amiket egy csoportba helyez az algoritmus, pedig nem biztos
hogy oda tartoznak. Ezeket az egyszeriiség kedvéért a tovabbiakban hamis pozitiv*-nak (FP*)
jeloltem, bar igaz, hogy ezek nagy részérdl valojaban nem tudhatjuk biztosan, hogy hamis
pozitivak, hiszen tartozhatnak valdoban az adott fehérjecsaladba, csak errdl a gén- vagy
fehérjenévalapjan nincsen informécionk. Ezeknek a FP* fehérjéknek a szamat dbrazoltam a
kiilonbozo kiiszobértékek mellett (7/C-D abra). A HHBIits esetén lathato egy kiugras 0,6-os
koszobértéknél, pont ahol a helyes taldlatok arédnya is emelkedik. A Foldseek esetén itt az

latszik, hogy kevésbé szdmit a kiiszobérték, a FP fehérjék szama allando.

A) HHBIits Foldseek B) HHBIits Foldseek
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8. abra. A klaszterezéssel készitett csoportok osszehasonlitasa referencia
fehérjecsaladokkal.
A) SLC fehérjecsalad, B) ABC fehérjecsalad, C) szagloreceptorok, illetve a D) Foldseek

futtatasban szerepld, €s a hidnyzo fehérjék szerkezeti mindségének dsszehasonlitasa.
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Venn-diagramokon foglaltam 6ssze a fehérjék eloszlasat a harom kivalasztott fehérjecsalad,
illetve a HHBIits és Foldseek eredményeibdl klaszterezéssel (engedékeny, 1,0-4s kiiszobértéket
kivalasztva) 1étrehozott fehérjecsoportok kozott (8/A-C édbra). Itt az latszik, hogy a HHBIits
Iényegesen tobb talalatot eredményez az ABC transzporter €s szagloreceptor kategoriaban, de
ezek kozott feltehetden tobb a hibas, mig a Foldseekkel egy specifikusabb klaszterezés hozhato

létre.

Végiil arra voltam kivancsi, hogy a Foldseek jellemzden milyen mindségii AF2 szerkezetekhez
tudott, illetve nem tudott homoldgokat taldlni. Ehhez a TMAlphaFold mindségi kategoriait
hasznaltam fel, és ezeknek aranyat abrazoltam a Foldseek talélattal rendelkezd (True positive:
TP) és nem rendelkezd (False negative: FN) fehérjék esetén (8/D abra). Szembetiing, hogy a
Foldseek a jo6 mindségli szerkezetek esetén képes megtalalni a rokon fehérjéket, azonban, ha a

TmAlphaFold mindségi kategdria rosszabb, a Foldseek is nagyobb eséllyel véti el a talalatot.

Eredményeim alapjan az AF2 alapu szerkezeti lekeresés hatékony tavoli homolog fehérjék
megtalalasara TM fehérjék esetén, és hozhat olyan eredményeket, amelyek szekvencialis
kereséssel nem taldlhatéak meg - azonban a lekeresés erdsen fiigg az AF2 becsiilt szerkezetének
mindségétdl. Tovabba arra jutottam, hogy a klaszterek létrehozdsakor meglehetdsen nehéz
egyértelmili hatdrokat hazni a fehérjecsoportok kozott, nem egyszerii olyan e-value értéket,
topoldgiai vagy egyéb szabalyt talalni, amivel univerzalisan szét lehetne valasztani a kiillonb6zo
fehérjecsaladokat. Ennek fényében tigy dontottem, hogy a tovabbiakban nem a klaszterezéssel
megallapitott csaladokat haszndlom majd, hanem minden fehérjére kiilon definidlom a vele egy
csaladban 1év6 fehérjéket, a homologia keresések eredményei alapjan. igy ezek a kapcsolatok

gyakran nem kolcsonosek, nem feleltethetdek meg egymasnak kdlcsondsen egyértelmiien.

6.4. Gyengébb minéségii  szerkezetbecslések elemzése szerkezeti,

funkcionalis és gyogyszertervezési szempontbol

A folytatasban a HHBIlits ¢és a Foldseek segitségével létrehozott fehérjecsoportokbol
Osszedllitottam két Ugynevezett 'most wanted’ listat, amikben azok a fehérjecsaladok
talalhatoak, melyekben atlagosan a legalacsonyabb a TmAlphaFold altal definialt szerkezeti
mindséget jellemz0 pontszam (tehat ebben az esetben nem az 5 mindségi kategoriat hasznaltam,
hanem az azokat definialdo pontszamot). Koradbban minden egyes fehérjéhez meghataroztam
milyen mas fehérjékkel van kapcsolatban. Elészor a legalacsonyabb atlagos pontszamu
fehérjecsoportokat egy tigynevezett mohoé (’greedy’) algoritmussal gyiijtottem 6ssze, kizarolag

a minimum 10 taggal rendelkezd csoportokat szamolva. Roviden, ez egy iterativ eljaras: miutan
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a legalacsonyabb atlag pontszdmu csoporot kivalasztottam, az itt szerepld fehérjéket a
tovabbiakban nem vettem figyelembe, hanem toroltem a fehérjelistabol €s a rokonok koziil is,
igy minden 1épésben Ujradefinidlva a rokonok halmazat - ezzel elkeriiltem, hogy ugyanaz a
fehérje kétszer is a listdban szerepelhessen. Ezt az iteraciot 6tszor végeztem el. A bitopikus 1
TM fehérje csoportokat nem vettem bele az listdba, mert azokon tipikusan bizonytalanabbak a
predikcios eljarasok, igy konnyebben téves eredményre vezethetnek. Ezek utan a kapott
fehérjecsoportok fehérjéire rakerestem az UniProt adatbazisban, és intuitivan kerestem a
szamukra egy nevet, ami a legtobb fehérjét jellemzi a csoportban. Az igy kapott fehérjecsaladok
atlagos pontszamat dbrazoltam a hozzajuk szamolt szorasokkal egyiitt mind a HHBIits, mind a
Foldseek eredményeibdl 1étrehozott fehérjecsaladok esetén (9/A-B dbra). Ezek koziil féleg azok
a csoportok érdekesek, ahol alacsony a szoras, mert ezeknél nem all rendelkezésilinkre egy

magas pontszamu szerkezet sem.
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9. abra: A HHBIits és a Foldseek alapti megkozelités most wanted’ listai.
A) A HHBIits eredményeibdl létrehozott fehérjecsaladok 'most wanted’ listdjanak atlagos
TmAlphaFold szerkezeti mindség pontszamai B) Foldseek eredményeibdl létrehozott
fehérjecsaladok most wanted’ listdjanak atlagos TM AlphaFold szerkezeti mindség pontszamai
C) A HHBIUits ¢és Foldseek altal megtalalt anoktamin fehérjék 6sszehasonlitasa Venn-diagramon
D) A HHBIits és Foldseek altal megtalalt kation csatorna fehérjék 0sszehasonlitasa Venn-

diagramon
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Latszik, hogy harom fehérjecsalad mindkét modszer *most wanted’ listajara felkeriilt: az
anoktaminok, a kation csatornak, illetve a natrium csatornak. Ezek koziil az anoktaminok és a
kation csatorndk esetén Venn-diagramon abrazoltam a HHBIits és a Foldseek alapu
megkozelitéssel megtalalt fehérjék Osszevetését (9/C-D édbra). Mig az anoktamin (anion
csatorna) fehérjék esetén nagy az atfedés, a kation csatornak esetében a Foldseek tobb talalatot
eredményez. A natrium csatornak esetén nem készitettem ilyen dsszehasonlitast, mert a HTP
hibasan 23 TM régiot becsiil a csalad fehérjéinek egy részéhez, igy a HHBIits-en alkalmazott

‘numTM” sziird itt hibas 0sszerendeléseket is eredményezett.

Egy-egy példafehérjén vizsgalva lathatova valnak az AF2 hibai a fenti fehérjecsalddok
esetében. Az anoktamin esetén a membranba belelognak flexibilis hurkok, valamint részlegesen
egy alfa-hélix is megjelenik a membranban. A topoldgiabecsléssel Osszevetve extra
membranrégiok figyelhetéek meg, valamint egyes mebranrégiok el vannak tolva (10/A abra).
A potencialis kation csatornak esetén a TM domén nem megfeleléen van becsiilve: TM régiok
hianyoznak, mashol feliil vannak becsiilve, valamint a membranba esdé részek masodlagos

szerkezete hibas (10/B é&bra).
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10. abra: Hibas AlphaFold2 szerkezetek a TmAlphaFold adatbazisbol.
Feliil a szerkezet lathaté a membransikkal egyiitt. Pirossal vannak jeldlve a hibasan membranba
keriil6 részek, kékkel azok a szegmensek, amiknek a kettds lipidrégetben kéne elhelyezkednitik,
mégis azon kiviil esnek. Alul az TmAlphaFold adatbazisban talalhat6 topologia és a CCTOP
becslés Osszevetése lathatd, hasonld szinezéssel. A) Anoktamin-8 B) Potencialis kation

csatorna.
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Azt is megvizsgaltam, hogy a GO konyvtarban melyek azok a molekularis funkcidk,
amelyekhez atlagosan alacsony TmAlphaFold szerkezeti mindség pontszamok tartoznak.
Ehhez meghataroztam az 0sszes GO molekularis funkcid szintjét a fan, majd mindegyikhez
Osszegytjtottem, hogy a TmAlphaFold adatbézis fehérjéi koziil hanyhoz rendelheté hozza. A
3. és 6. szint kozott jellemzéen mar nem tal altalanos, de nem is tal specifikus kifejezések
talalhatéak, igy ezekrél a szintekrdl valasztottam ki a négy legalacsonyabb atlagos
TmAlphaFold mindség pontszdmmal rendelkezd kifejezéseket, amelyekhez legalabb 10 fehérje

rendelhetd, ezeket abrazoltam (11. &bra).
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11. abra: A legalacsonyabb atlagos TmAlphaFold szerkezeti minéség pontszammal

rendelkezo GO molekularis funkciok Kiilonb6zo szinteken.

A talalt molekularis funkciok kozott lathatdak a specifikus, €s kevésbé specifikus csoportok. A
specifikusabb (magasabb GO szintii) csoportok kdzdtt tobbszor felbukkan DNS koétés funkcio,
aminek a nukledris folyamatoknal van szerepe. Ez azért érdekes, mivel ez arra utalhat, hogy a
nukleuszba lokalizalodod fehérjék modellezése soran kevésbé miikddik jol az AF2, amit a
sejtmag membranjanak a plazmembrantél valamennyire eltérd felépitése indokolhat. A kevésbé
specifikus funkcidk koziil a Wnt-fehérje kotddés jelenléte érdekes az alacsony pontszdmu
csoportok kozott, hiszen ez egy fontos jelatviteli utvonal, ami szamos fejlodési és regulacios
folyamatban részt vesz, és rakos megbetegedéseknél is kozponti szerepe van, ezért fontos lehet

ezen fehérjékrdl valo szerkezeti informécidink pontositasa.
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Végiil a Human Protein Atlas gyogyszercélpont fehérje listaja alapjan 6sszegytijtdttem azokat
a gyenge vagy hibds TmAlphaFold mindségi kategoridju szerkezettel rendelkez6 TM
fehérjéket, amelyek az FDA 4ltal jovahagyott gyogyszercélpontok. Itt egyéni annotacidval
tovabbi informaciokat kerestem a talalt fehérjékrdl, ezeket az adatokat egy tdblazatban

foglaltam Ossze (5. tablazat).

T ] e o [T T R T s

P16109 Szelektin 1 Hibas 22.00% Csak a globularis rész lefedett

P29317 Ephrin receptor 1 Hibas 95.00% Teljes szerkezet lefedett (NMR)

Q14534 Epoxidaz bizonytalan | Hibas 80.00% Csak a globularis rész lefedett

P14060 Dehidrogenaz 2 Gyenge - Nincs szerkezet

P16234 Novekedési faktor receptor | 1 Gyenge 86.00% Glo,b gléris rész lefedetF » homolog
fehérje 3D szerkezete ismert

P26439 Dehidrogenaz bizonytalan | Gyenge - Nincs szerkezet

P51172 Natrium csatorna 2 Gyenge - Nincs szerkezet

Q00975 Kalcium csatorna 24 Gyenge 100% i?jte:n?f;;ifzs; lefedett (Cryo-EM,

5. tablazat: Gyenge és hibas mindségii AF2 szerkezettel rendelkezé gyogyszercélpont

TM fehérjék és az azokhoz tarsithaté PDB szerkezetek tulajdonsagai.

Lathato, hogy ezek kozott vannak fehérjék, amelyekhez 1étezik teljes lefedett szerkezet, amely
tartalmazza a membranrégiot is. Illyen a P29317 fehérje, amelyhez NMR-rel, vagy a Q00975,
amelyhez krio-EM-el meghatarozott szerkezet talalhaté meg. Ezek a fehérjék viszont nem
szerepeltek az AF2 tanitohalmazaban, az elsé esetben azért, mert a szerkezet NMR-rel lett
megoldva, mig a masodik esetben a PDB adatbazisba csak a tanitds utan kertiilt be a bejegyzés.
Ezek a fehérjék modellezési szempontbol kevésbé érdekesek, egyéb algoritmusokkal
viszonylag konnyen megoldhat6 a szerkezetiik. A P16234 fehérjének ugyan csak globularis
része van lefedett a PDB-ben, de létezik olyan viszonylag kozeli homolog fehérjéje, aminek
teljes szerkezete ismert, igy vélhetden ez is konnyedén modellezhetd. Az igazan érdekes
talalatok a P14060, P26439 és P51172 fehérjék, amikhez nem all rendelkezésiinkre kisérletes
szerkezet (homolog sem), de gyenge mindségi besorolast kaptak. A P16109 fehérje is fontos
talalat, ugyanis ennek a fehérjének is csak egy globularis doménje megoldott szerkezetti, a tobbi
része hidnyzik a rontgenbdl, beleértve a TM régiot. A jovoben ezeknek a fehérjeszerkezeteknek

a megoldasa potencialisan segitheti 0 gydgyszerhatdanyag kifejlesztését.
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7. Osszefoglalas

Az elmult évek soran a szerkezeti biologia egyik legfontosabb eredménye lett az AlphaFold2
(AF2) szerkezetbecsld program megjelenése. Az AF2 1j szintre emelte az §sszes atom pontos
helyzetét meghatdroz6 szerkezetbecslések pontossagat, és megreformalni latszik mind az
egyedi fehérje, mind a nagyskalas vizsgalatok teriiletét. Bar az AF2 atlagos pontossaga
vitathatatlanul magas, a transzmembran (TM) fehérjék specidlis tulajdonsagaik miatt nehezen

értékelhetéek hagyomanyos eszkdzokkel.

Munkém soran létrehoztam egy olyan kiértékelési rendszert, ami képes meghatdrozni, hogy
proteom szinten milyen hatékony az AF2 algoritmusa TM fehéjéken. Az eredmények alapjan
az AF2 ezeken a fehérjéken is nagy pontossaggal miikddik, azonban egyszerli geometriai €s
topologiai megkdzelitésekkel megtalalhatoak azok az esetek, ahol feltehetden hibas eredményt
ad. Miutan egy jol ellendrzott teszthalmazon megbizonyosodtam az AF2 szerkezeteinek
objektiv kiértékelhetdségérdl, az analizist kiterjesztettem a teljes huméan TM proteomra is. Az
eredmények alapjan az AF2 a teljes human proteom 40%-4n nagyon pontos (99%), és tovabbi
~25%-on is erds eredményt ért el (93%). Az eredményeim segithetnek abban, hogy ezeket a

fehérjéket pontosan azonositsuk a létrehozott metrikak segitségével.

A szerkezeti bioldgia egyik fontos 1épése, hogy meghatarozzuk azokat a fehérjéket, amelyek
egymashoz hasonloak, hiszen ennek segitségével szamos egyszertisitéssel élhetiink vizsgalatok
soran. Ez szinte minden bioinformatika analizis vagy program egyik elso 1épése. Az AF2 ebben
is 1) lehetdséget teremt, hiszen mostantdl nem csak a szekvencia informaciét hasznalhatjuk
keresésre, hanem a becsiilt szerkezeteket is. Bemutattam, hogy az AF2 segitségével becsiilt
szerkezet alapu keresés hogyan viszonyul a klasszikus szekvencia alapu keresésekhez TM
fehérjék esetén, €s hogy ennek segitségével olyan tavoli homologokat is megtaldlhatunk,

amikre kordbban nem volt lehetdség csak a szekvencia figyelembevételével.

A fenti megkozelitések kombinalasaval a dolgozatomban valaszt kerestem arra is, hogy mik
azok a fehérjecsaladok, amelyeknek a szerkezeti reprezentacidja mindig alacsony mindségii.
Ezeket a halmazokat szekvencialis, szerkezeti és funkcionalis szempontbol is vizsgéaltam. Az
eredmények alapjan az AF2 gyengébb eredményt ér el bizonyos kation csatorndkon és az
anoktamin (anion csatorna) fehérjéken, valamint a nuklearis lokalizaciojd TM fehérjéken.
Bemutattam azokat a gydgyszercélpontokat, ahol a szerkezet mindsége gyenge €s nem létezik
kozeli kisérletesen megoldott szerkezet. Ezeknek a fehérjéknek a szerkezetmegoldéasa kiemelt

fontossagu lehet a jovoben.
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